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(S) Precede biotechnologique d'obtention et de production microbienne d'oligomdres peptidiques c mme sub- 
stituts de la gelatine. 

6?) Precede biotechnologique d'obtention etde production 
Jfifigom^res peptidiques comme substituts de la gelatine, 
caractSris^ en ce que: 

. on insere dans un vecteur d'expression intracytoplasnr^l- 
que des sequences a exprimer ordonnees comportant les 
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- une sequence de selectivite specrfique permettant la re- 
cuperation ulterieure du produit d'expression; 

- une sequence d'expression d'un peptide du type gela- 
tine; 

. on realise le clonage et Texpression sur des souches 
d'E.Coli; 

. on recupere le produit d'expression. 
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La presente invention se rapporte a un 
precede biotechnologique de production microbienne 
d'oligomeres peptidiques comme substituts de la 
gelatine. 

De nombreux produits et materiauK ont ete 
congus a partir de la gelatine, suite a la decouverte 
de ses proprietes. On les trouve dans des doraaines 
aussi divers que 1 ' alimentation, la photographie et 
1 ' impr imer ie , 1 ' indus tr ie pharmaceutique , 1 ' holo- 
graphie. Certaines applications associent de plus la 
capacite de la gelatine a interagir avec des agents 
exterieurs comme I'alun de chrome ou le glutar aldehyde • 
Mais, en depit des nombreux travaux realises 
en rheologie sur la gelatine, ce raateriau presente des 
difficultes d' utilisation, liees a son heterogeneite. 
Ainsi, en holographie par exemple, les conditions de 
couchage de la gelatine sur le support et le traitement 
de revelation de 1' image sont tres variables et 
necessitent une nouvelle mise au point a chaque fois 
que I'on change de lot de gelatine - 

De meme, il n'est pas possible d'en etudier 
strictement les proprietes physico-chimiques. 

Cette hfeterogenfeite des proprietes de la 
gelatine resulte de son origine et de ses conditions 
d'obtention. 

En effet, on obtient la gelatine de maniere 
classique a partir de tissu animal, ou elle represente, 
sous forme de collagene de type I, 30 % des proteines 
totales . 

La structure du collagene de type I est 
connue. II s'agit d'un arrangement compact de chaines 
proteiques • 

Deux types de chaines, al et a2 de 1056 
aminoacides (aa) chacune, ferment une triple-helice 
(al)2cc2 ou (al)3. 1014 aa participent a cette triple- 
helice longue de 280 nm. A chaque extremite, une 
vingtaine d'aa sont structures differemment (les 



2 



2685347 



telopeptides ) . D' autre part, avant 1 ' assemblage en 
triple-helice, chaque chaine comporte 100 a 200 aa 
supplement aires a chaque extremite, qui permettent la 
mise en registre des chalnes. Ces aa sont elimines une 
fois la triple-helice formee. Ces filaments de triple- 
helice s'associent cote & c5te de fagon decalee pour 
dormer une fibre (diametre : 5 S 10 microns). 

Les interactions qui permettent le maintien 
de cette structure decoulent directement de la 
particularite de la sequence en aa des chalnes. 
L*homologie de sequence entre les chalnes al et a2 est 
de 67 % dans la partie en triple-helice. Ces valeurs 
sont calculees d'apres les sequences des chaines al et 
a2 du collagene de type I bovin sur 856 aa de la partie 
en triple-helice (P.Bomstein and W.Traub, "The 
Proteins", H.Neurath et R.H.Hill editeurs. Academic 
Press, 1975). 

Cette sequence comporte 1/3 de glycines et 
1/4 a 1/5 de prolines disposees de fagon a obtenir une 
suite de triplets (Gly-X-Y)j^ ou X est frequemment une 
proline. Les contraintes apportees par la proline et 
1' absence de chaine laterale a la glycine permettent a 
la liaison peptidique Gly-Pro d' adopter une 
conformation de type trans. Chaque chaine forme ainsi 
une helice gauche et peut s'associer avec deux autres 
chalnes en une triple-helice droite. Des liaisons de 
type hydrogene stabilisent cette structure • 

Les chaines laterales des aa se trouvent a 
I'exterieur de cette triple-helice. Certains residus 
portes par les chaines laterales prfesentent des 
modifications chimiques qui vont permettre un pontage 
chimique inter-chaines et intra-chalnes , qui s'etablit 
au Gours du vieillissement du tlssu. 

II en resulte ainsi une structure finale 
fibrillaire maintenue par des interactions physiques 
labiles et des interactions chimiques permanentes. 

Le collagene d'origine animale ne presente 
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done pas une structure stabilisee dans le temps. 

Les procedfes d* extraction et de purification 
du collagene sont tres couteux et entralnent une 
d^naturation partielle de la structure decrite 
precedemment . 

La gelatine est le produit de 1' extraction du 
collagene par des procedes peu couteux. Deux methodes 
sont employees : 1 ' extraction en milieu acide et 
1* extraction en milieu alcalin. Dans les deux cas, il 
se produit xjne hydrolyse des chalnes. Le produit final 
obtenu est un amas de chaines proteiques de taille 
variable, plus ou moins reticulees. 

Ce materiau peut se trouver dans deux etats, 
suivant la temperature. 

A froid, le materiau revet un aspect de gel 
resultant d ' un reseau de chaines associees en triple- 
helice. Mais, les pontages chimiques §tant tou jours 
presents, les proprietes du gel ainsi obtenu sont tine 
combinaison de proprietes de gels physiques et 
chimiques, D' autre part, les pontages etant dependants 
de l^age du tissu dont on a extrait la gelatine, ces 
proprietes sont variables et heterogenes d'un lot de 
gelatine ^ 1 'autre - 

A chaud , le reseau maintenu par les 
interactions ncn covalentes est detruit et 1' aspect est 
liquide, bien utile a la manipulation du materiau. 

On trouve un modele decrivant ces differents 
etats dans les travaux de W.Traub et K.A.Piez 
(Chemistry and structure of collagen, vol. 25, Academic 
Press, 1971) et dans les travaux de J.E.Jolley 
( Photographic science and engineering, vol .14 n** 3 , 
1970). 

On constate done que si certaines de ses 
caracteristiques sont suffisamment interessantes pour 
justifier son utilisation pref erentielle, la gelatine 
obtenue par les methodes connues a partir de collagene 
animal presente globalement de graves inconvenients qui 
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nuisent a un usage optimal de ce materiau. 

Or, si l^on peut envisager d'autres materiaux 
susceptibles de remplacer la gelatine, ces autres 
materiaux presentent xin interet nettement inferieur, 
notamment au niveau de la facilite de manipulation, 
comme mentionne ci-dessus, et egalement au niveau des 
performances optiques, en holographie par exemple. 

On ne dispose done pas de materiau gui soit a 
la f ois utilisable dans . les applications de la 
gelatine, et qui presente des proprietes physico- 
chimiques stables et homogenes. 

La prdsente invention a pour but de repondre 
a ce besoin, en faisant produire par un microorganisme 
manipuld genet iquement, grace a des precedes 
biotechnologiques , des peptides ayant un comportement 
similaire^a^J^gelatine. 

Un premier avantage de ce precede reside dans 
la possibilite d'obtenir des produits homogenes et de 
resoudre ainsi les problemes de reproductibilite cites 
precedemment - 

Un second avantage est lie a la possibility 
de moduler les fonctions chimiques presentes dans ces 
peptides en changeant les acides amines qui constituent 
leur sequence, et done de les adapter vis-i-vis des 
agents de traitement ext^rieurs (interactions avec la 
surface de couchage, fixateurs, plastif iants, etc.O/ 
ou en fonction de 1 * application & laquelle ils sont 
destines . 

Plus precisement, 1' invention vise un precede 
d'obtention et de production d'oligomSres peptidiques 
comme substituts de la gelatine, caracterise en ce 
que : 

. on insere dans un vecteur d' expression intra- 
cytoplasmique des Sequences a exprimer ordonnees 
comportant les elements suivants : 

- une sequence de sdlectivite specif ique permettant 
la recuperation ulterieure du produit 
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d ' expression ; 
- una sequence d ' expression d*un peptide du type 
gelatine ; 

. on realise le clonage et 1* expression sur des souches 

d^E.Coli ; 
. on recupere le produit d' expression. 

Selon une autre caracteristique de 
1 ' invention^ le protocole de recuperation du produit 
d' expression comprend une etape de purification par 
retention selective sur un support par af finite^ suivie 
d'line degradation pour I'obtention du produit pur. 

Les caracteristiques techniques et d^autres 
avantages de 1' invention sent consignes dans la 
description qui suit, effectuee a titre d'exemple non 
limitatif s\ir un mode d' execution en reference aux 
dessins accompagnants dans lesquels : 

. la figure 1 est une representation schematique du 

vecteur d' expression utilise montrant le site 

d' insertion des sequences a exprimer ; 
. la figure 2 est une vue synoptique presentant 

differentes strategies d' insertion de sequences a 

exprimer ; 

• la figure 3 est une presentation de detail des 

sequences nucleotidiques employees ; 
. la figure 4 est un diagramme fonctionnel detaillant 

les etapes du protocole de recuperation du produit 

d ' expression, dans le cas d'un produit d' expression 

soluble, 

L'idee generale inventive consiste a inserer 
dans un vecteur d' expression une sequence codant pour 
im peptide du type gelatine, jointe a une sequence de 
selectivite permettant la recuperation ulterieure du 
produit d' expression, cette recuperation s'effectuant 
par retention selective sur un support, suivie d'une 
degradation de la partie de selectivite de la molecule 
de maniere d obtenir le produit pur. 

Le microorganisme choisi pour la production 
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dans I'exemple presente est la bacterie Escherichia 
Coli^ d^jli employee dans des proc§d§s de production de 
ce type. Son avantage reside dans un temps de division 
tres court;, un milieu nutritif peu onereux, et des 
conditions de croissance aisees. 

De nombreux protocoles de purification de 
proteines recombinantes exprimSes chez E. Coli sont 
decrits. L' absence de systeme de modifications post- 
traductionnelles (glycosilation de residus d'acides 
amines) ne pose pas de probleme dans le cas qui nous 
interesse, 

Le systeme vecteur d' expression / cellule 
hote choisi (voir figure 1) est celui mis au point par 
A,H. Rosenberg et F.W, Studier (Gene, 56 (19B7) 125- 
135) et commercialise par la societe Novagen sous le 
nora de pET (brevet US n** 4^952,496 depose le 28 aout 
1990). 

C'est actuellement un des systemes les plus 
performants d' expression intracytoplasmique chez E. 
Coli, de par sa versatilite (possibilite d ' outrepasser 
la toxicite des produits d' expression) et de par son 
niveau d' expression (utilisation de la RNA polymerase 
et du promoteur du phage T7 ) . 

La souche utilisee pour les clonages est 
HMS174 et la souche utilisee pour 1' expression est 
Bl21(DE3)pLysS. Ces souches d' Escherichia Coli sont 
decrites dans les publications concemant le systeme 
d' expression et sont sp&cifiques au systeme pET. On 
peut toutefois imaginer d' employer un autre systeme 
vecteur d* expression / cellule hote. 

Les constructions genetiques ont ete 
realisees selon les protocoles decrits par T. Maniatis, 
E.F. Fritsch et J. Sambrook (Molecular cloning-a 
laboratory manual, CSH Lab. 1989). On pourra se referer 
a la figure 1. L' insertion se fait au niveau des sites 
BamH I et Nde I. Les oligonucleotides introduits dans 
le vecteur ont 6te obtenus par synthese chimique. 
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La figure 2 resume le principe des 
constructions et la figure 3 indique les sequences 
oligonucleotidiques employees . 

La strategie mise en oeuvre consiste a 
5 introduire dans la phase de lectmre du vecteur pET une 
sequence comportant les elements suivants : 
• une sequence codant pour un peptide de type gelatine. 
Cette sequence coraporte preferentiellement un site de 
restriction a extremites cohesives non palindro- 
10 miques, permettant d* introduire des concatemeres de 

sequences nucleotidiques codant pour des peptides de 
type gelatine bordes d ' extremites cohesives 
compatibles a celles du site de restriction. A une 
des extremites des sequences a concatemeriser, la 
15 sequence est modifiee en xin nucleotide et n'est ainsi 

pas reconnue par 1' enzyme de restriction apres 
ligation des monomeres entre exix ou au vecteur. Ceci 
permet d' introduire les monomeres de fa^on orientee^ 
d'en introduire un grand nombre^ et d'altemer les 
20 sequences introduites (sequences codant pour des 

peptides riches en triplets Gly-Pro-Ala suivies de 
sequences codant pour des peptides riches en triplets 
Gly-Glu-Arg par exemple). 
. trois codons qui se suivent codant pour des 
25 histidines, qui permettent I'af finite avec une resine 

Nickel-NTA-agarose utilisee dans le protocole de 
recuperation. 

. un codon codant pour une methionine entre les codons 
His et les sequences codant pour les peptides de type 

30 gelatine. Ceci permet suite a une degradation 

chimique au bromure de cyanogene au niveau de la Met 
de ne conserver que le produit final sous la forme 
(Gly-X-Y)j^. Les triplets d'aa codes par les sequences 
a concatemeriser sont des triplets caracteristiques 

35 des structures en helice du collagene. 

. un codon codant pour une cysteine, de fagon a pouvoir 
greffer les produit s d' expression sur une resine 
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chromatographique ou sur une proteine. Dans les 
applications conduisant au peptide pur, ce codon peut 
etre different ou inexistant. 
. la presence d'un codon Leu entre les codons His et le 
codon Met est due a la specificite du site de 
restriction qu*il comporte. si on change de site de 
restriction, ce codon peut lui aussi etre different, 
voire inexistant. 

La sequence ainsi cpnstruite, codant pour 
fMet-Cys-His-His-His-Leu-Met constitue \ane sequence de 
selectivite, permettant la recuperation ulterieure du 
produit. La presence de cette sequence de selectivite 
jointe a la sequence d' expression a permis 
d'uniformiser le protocole de recuperation. 

Notainment, la presence des trois codons 
successifs codant pour des histidines permet une 
purification par retention specifique par af finite sur 
iin gel de chromatographie Nickel-NTA- Agarose (cette 
resine est commercialisee par Qiagen Inc., USA-Canada). 

Dans une realisation preferee, les sequences 
introduites permettant de preparer le vecteur a 
accepter les multimeres sent des sequences codant pour 
fMet-Cys-His-His-His-Leu-Met-Gly-Pro-Ala-Gly-Glu-Arg- 
Gly-Pro-Lys-Gly-Trp-Met-STOP . 

Plus precisement, on choisit par exemple la 
sequence nucleotidique suivante : 

T ATG TGC CAT CAC CAT CTT ATG GGT CCA GCT GGT GAA CGT G 
GTCCA AAA GGT TTG ATG TAA G. 

Cette sequence contient un site BstX I qui 
est un site de restriction & extremites cohesives non 
palindromiques • 

Comme mentionne ci-dessus, on pourra alors 
inserer en BstX I des sequences concatemeres , par 
exemple codant pour les sequences suivantes riches en 
Gly-Pro-Ala : 

Trp-Pro-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Ala-Gly-Glu-Arg-Gly-Pro- 
Ala-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Lys-Gly 
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ou riches en Gly-Glu-Arg : 
Trp-Pro-Gly-Glu-Arg-Gly-Glu-Arg-Gly-Pro-Ala-Gly-Glu- 
Arg-Gly-Glu-Arg-Pro-Lys-Gly . 

Notamment;, les sequences nucleotiques 
5 inserees en BstX I correspondant aux exemples ci-dessus 
pourronl: etre : 

T TGG CCA GGT CCA OCT GGT CCA GCT GOT GAA CGT GGT CCA GC 
T GGT CCA GCT GGT CCT AAA GG 
ou : 

10 T TGG CCA GGT GAA CGT GGT GAA CGT GGT CCA GCT GGT GAA CG 

T GGT GAA CGT GGT CCT AAA GG, 

Dans ces exemples, la sequence reconnue par 

BstX I est CCA NNN NNN TGG, la sequence modifiee ,et de 

ce fait non reconnue par BstX I, est CCT NNN NNN TGG. 
15 Le fait que la sequence choisie pour le site 

BstX I est non palindromique permet d'orienter les 

monomeres lors de la ligation. 

D' autre part, on a tou jours un site unique 

BstX I dans le vecteur apres insertion des 
20 concatemeres . En effet, les sequences introduites sent 

modifiees & une de leurs extremites, la modification 

d*un nucleotide entrainant la non- reconnaissance du 

site par 1' enzyme BstX I. 

Ces modes de realisation preferes sont 
25 reproduits en detail sur les figures 2 et 3. 

Une autre construction peut etre realisee, ou 

la sequence codant pour fMet-Cys-His-His-His-Leu-Met 

est remplacee par une sequence codant pour fMet-Cys- 

His-His-His-Leu-Met-Cys-His-His-His-Leu-Met. 
30 Par exemple, on pourra avoir la sequence 

nucleotidique suivante : 

T ATG TGC CAT CAC CAT CTT ATG TGC CAT CAC CAT CTT ATG. 

Cette variant e, dans laquelle, comme on peut 
le voir, la sequence de select ivite initiale est 
35 repetee deux fois, permet d'augmenter I'af finite du 
peptide exprime pour la resine Nickel-NTA-agarose. 
L'interet est de pouvoir ainsi purifier des produits 
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expression qui seraient insolubles, en presence d'un 
agent denaturant coimne le chlorure de guanidine. 

Bien entendu, la strategic de construction de 
la sequence de selectivite peut etre amenagee suivant 
d^autres variantes. Ainsi, on peut insurer plus ou 
moins de codons codant pour I'histidine, et/ou repeter 
la sequence de selectivite plusieurs fois, en fonction 
des besoins de selectivite au niveau de la phase de 
recuperation . 

A partir des constructions precedentes des 
sequences de selectivite et d' expression, on peut 
inserer d^autres sequences nucl§otidiques, dont les 
produits d' expression ne sont pas similaires aux 
sequences de la structure en helice du collag&ne, par 
exemple : 

. introduction d'un gene d' enzyme ou d'un fragment de 
ce gene devant les sequences concatemerisees decrites 
precedemment, de fagon a obtenir un produit final de 
fusion- Le produit final obtenu, ( enzyme )-(Gly-X-Y)j^ 
ou (fragment d ' enzyme )-(Gly-X-Y)j^ peut etre 
directement utilise coimne molecule immobilisee grace 
aux proprietes de la sequence (Gly-X-Y)j^, 
. introduction d'une sequence codant pour un peptide 
ayant une af finite pour un ion metallique devant les 
sequences concatemerisees decrites precedemment . Le 
produit final obtenu, (site d'af finite avec . un 
metal ) - ( Gly-X-Y ) ^ est particulierement interessant 
dans une application comme 1 ' holographie en gelatine 
dichromatee, 11 permet de controler quantitativement 
et de fa^on reproductible 1 ' interaction entre le 
chrome reduit par la lumiere et la matrice gel. 

Le protocole de recuperation du produit 
exprime est de conception specif ique. Selon une 
caracteristique de 1' invention, ledit protocole est 
uniforme, quelle que soit la structure de la sequence a 
exprimer inseree dans le vecteur d' expression. La 
description du protocole est effectuee en reference au 
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diagramrae de la figure 4, 

Une fois que les constructions ont ete 
introduites dans le vecteur d* expression, la souche 
d' expression E.Coli B121(DE3)plysS est transforraee par 
le vecteur. 

Les bacteries en possession du vecteur 
d' expression sont selectionnees sur un milieu de 
culture supplemente en Ampicilline. Elles sont alors 
transferees en milieu de culture liquide LB contenant 
de I'Ampicilline et 1' expression est induite par 
introduction d'IPTG a la concentration finale de 100 pM 
dans le milieu. 

On recupere le produit exprime par une 
purification, suivie d'une degradation afin d'^liminer 
la sequence de selectivite. 

La purification des produits exprimes est 
realisee en deux phases. Le procede employe presente 
I'avantage d'etre vmiforme a tous les produits 
exprimes, d' avoir un rendement eleve et d'etre 
constitue de peu d'etapes. 

La premiere phase est une clarification du 
lysat bacterien. Apres recolte des bacteries induites 
sous forme d'un culot de cellules et lyse de ces 
cellules, le contenu cytoplasmique soluble est recupere 
dans un tampon aqueux par une etape de centrifugation. 

Cette fraction soluble est chauff ee pendant 
xine heure a 60 *C de fagon a precipiter la plupart des 
proteines baoteriennes par denaturation. 

Une nouvelle centrifugation permet de 
collecter la fraction soluble non precipitee ou se 
trouve le produit d' expression. 

L'extrait obtenu est utilise pour la phase de 
purification proprement dite sur une resine Nickel-NTA- 
agarose. A pH basique, le peptide a purifier est retenu 
specif iquement sur la resine. II est separe des 
molecules contaminantes • de 1 ' extrait par une suite de 
lavages en tampon aqueux basique. 
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L'elu-tion du peptide est ensuite realises par 
un lavage avec \xn tampon aqueux acide. 

Dans le cas d'un produit d' expression se 
trouvant exprime sous forme insoluble, 1' utilisation de 
la variante decrite plixs haut, dans laquelle le vecteur 
exprime 6 His adjacentes, permet de purifier le peptide 
sur Ni-NTA-agarose S partir du culot, solubilise en 
presence d'un detergent. 

Le protocole de purification comprend alors 
dans cette variante la lyse des bacteries, suivie d'une 
centrifugation et d*un lavage du culot contenant les 
debris cellulaires et les agregats insolubles a I'aide 
de detergents (Triton X-100). 

La solubilisation des corps d' inclusion 
contenant le produit d' expression est effectuee a 
I'aide d*un agent denaturant tel que le 6M guanidinium- 
HCl, Le peptide est ensuite purifie sur Ni-NTA-agarose 
en presence de 1^ agent denaturant. L' agent denaturant 
est elimine par la suite par dialyse. 

Le peptide obtenu a la suite de la 
purification possede a son extremite une cysteine, ce 
qui permet de le greffer sur une proteine comme 
l^ovalbumine ou I'albumine serique bovine par un 
reactif heterobifonctionnel comme le MBS (Pierce 
product n* 22310). Injecte a un lapin, ce peptide 
couple permet d'obtenir des anticorps specif iques anti- 
peptide • 

Le peptide peut egalement etre gref fe sur une 
/ resine chromatographique activee pour la fixation des 
i cysteines (par example Sulfo-Link™ coupling gel, 
\ Pierce product n" 44895), et donner ainsi une resine 
utilisable pour la purification par af finite. 

^ Afin de ne conserver que la partie en 

triplets (Gly-X-Y)j^ ou les produits de fusion decrits 
dans le principe des constructions genetiques, on 
precede k la degradation du produit apres purification. 

Le peptide est coupe au niveau des 
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methionines par action de bromure de cyanogene pour 
eliminer la partie codee par la sequence de 
selectivite, 

II est ensuite purifie par chromatographie 
liquide haute performance en phase inverse sur une 
resine C8, comme Aquapore RP300 ( Fierce )« Les fractions 
eluees contenant le peptide sont dessiquees sous vide, 
ce qui permet d' eliminer les solvants organiques 
volatils utilises dans ce procede chromatographique . 

Le produit final a un degre de purete tres 
eleve si I'on en juge par les resultats de son analyse 
en acides amines, son electrophorese, son spectre UV et 
de dichroisme circulaire, son spectre en RMN. 

II est bien entendu qu'au-dela des moyens 
decrits, diverses modifications evidentes et variantes 
simples entrent dans le cadre de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede d'obtention et de production 
d * oligomeres peptidiques comme substituts de la 
gelatine, caracterise en ce que : 

. on insere dans un vecteur d' expression intra- 
cytoplasmique des sequences Sl exprimer ordonnees 
comportant les elements suivants : 

- Tine sequence de selectivite specifique perinet- 
tant la recuperation ulterieure du produit 
d' expression ; 

- une sequence d^ expression d'un peptide du type 
gelatine ; 

. on realise le clonage et 1' expression sur des souches 

d'E.Coli ; 
. on recupere le produit d' expression. 

2. Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que la sequence de selectivite 
comprend une sequence de purification du produit 
d' expression et une sequence de degradation pour 
I'obtention du produit pur. 

3. Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que la sequence de selectivite est 
repetee afin d'ameliorer la recuperation du produit 
d* expression. 

4. Procede selon I'une des revendications 2 
ou 3, caracterise en ce que la sequence de selectivite 
comprend un ou plusieurs codons successifs codant pour 
des histidines, suivis d'lm codon codant pour une 
mfethionine • 

5. Procede selon I'une quelconque des 
revendications prec§dentes, caracterise en ce que la 
sequence de selectivite debute par un codon codant pour 
une cysteine de fagon t pouvoir greffer le produit 
d' expression sur une resine ou une proteine, ledit 
produit ayant dt§ rficup6r6 avant degradation. 

6. Proc§d§ selon la revendication 1, 
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caracterise en ce que la sequence codant pour un 
peptide de type gelatine comporte un site de 
restriction non palindroniique, et en ce qu'on introduit 
de f agon orientee un ou des monomeres ou concatemeres 
5 de sequences codant pour des peptides de type gelatine 
bordes du merae site de restriction de fagon a obtenir 
un peptide complexe aux caracteristiques desirees, 

7. Procede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'on 
10 introduit un gene ou un fragment de gene d* enzyme parmi 
la ou les sequences concatemerisees codant pour un 
peptide de type gelatine, de fagon a obtenir un produit 
du type ( enzyme ) -peptide ou (fragment d' enzyme) -peptide 
directement utilisable comme enzyme immobilisee, 
15 8. Procede selon l*une quelconque des 

revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'on introduit 
une sequence codant pour un site d'af finite pour un ion 
metallique parmi la ou les sequences codant pour un 
peptide de type gelatine, de fagon a obtenir un produit 
20 du type peptide- (site d'af finite pour un metal). 

9. Procede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la 
sequence de selectivite est une sequence codant pour : 
fMet-Cys-His-His-His-Leu-Met . 
25 10. Procede selon I'une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que la 
sequence de selectivite est une sequence codant pour : 
fMet-Cys-His-His-His-Leu-Met-Cys-His-His-His-Leu-Met. 

11. Procede selon I'une quelconque des 
30 revendications 5 a 10, caracterise en ce que le site de 

restriction non palindromique est un site BstX I. 

12. Precede selon la revendication 11, 
caracterise en ce que les sequences inser§es permettant 
1 ' introduction de sequences monomeres ou concatemeres 

35 codant pour des peptides de type gelatine sent des 
sequences codant pour : 

fMet-Cys-His-His-His-Leu-Met-Gly-Pro-Ala-Gly-Glu-Arg- 
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Gly-Pro-Lys-Gly-Trp-Met-STOP . 

13. Precede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que la recuperation du produit 
d' expression comprend une etape de purification par 
retention selective sur un support par af finite^ suivie 
d'une degradation de la partie de selectivity pour 
I'obtention du produit pur. 

14. Precede selon I'une des revendications 2 
ou 3,. caracterise en ce qu^on, realise 1' etape de 

"pu-Sfic^^ 

Agarose, et la degradation au bromure de cyanogene. 

15. Procede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le 
protocole de recuperation du produit d' expression est 
le suivant : 

. recuperation du culot de bacteries, 
. lyse du culot en tampon aqueux, 
. clarification par centrifugation, 
. chauffage de la fraction soluble, 
. nouvelle centrifugation, 

• retention et lavage sur une resine Nickel-NTA- 
Agarose, 

• elution, 

. degradation au bromure de cyanogene, 
. chromatographie en phase inverse, 
. dessiccation. 

16. Procede selon la revendication 15, 
caracterise en ce que le chauffage de la fraction 
soluble s'effectue pendant une heiire a 60*. 

17. Procede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le 
protocole de recuperation est le suivant pour permettre 
la recuperation d'un produit exprime insoluble : 

. recuperation du culot de bacteries, 
. lyse du culot en tampon aqueux, 
. centrifugation, 

. lavage du culot a I'aide de detergents. 
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• soliibilisation des corps d' inclusion par un agent 
denaturant^ 

. retention et lavage sur une resine Nickel -NTA- 
Agarose^ 
5 . elution, 

. dialyse pour 1 ' elimination de 1^ agent denaturant, 
- degradation au bromure de cyanogene^ 
. chromatographies 

• dessiccation. 

10 18. Precede selon I'une quelconcjue des 

revendications prec§dentes, caracterise en ce que le 
vecteur d' expression utilise est le plasmide connu sous 
le nom de pET. 

19. Procede selon I'une quelconque des 
15 revendications precedentes, caracterise en ce que les 

souches d'E.Coli utilisees sont HMS174 pour le clonage 
et B121(DE3)pLYsS pour 1' expression. 

20. Vecteur d' expression intracytoplasmique 
caracterise en ce qu'il contient des sequences a 

20 exprimer selon I'une quelconque des revendications 1 a 
12. 
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Bam HI 




ORI origine de replication 

gene de resistance a rampicilline 

Tet geiie de resistance a la tetracycline (detruit) 

0lO sequence promotrice du gene 10 du phage T7 

slO sequence du demairage de la traduction 

TIO sequence tenninatrice de transcription du g^ne 10 du phage T7 

► sens de la transcription et traduction des genes 

zone d'insertion des sequences a exprimer 
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SEQUENCES EN ADN (double brin) 



PRODUITS D'EXPRESSION (peptides) 



traduction 
1 » 



BstXI BamH 



NH20 



CXX)H 




' ESSSS3 1CS22CCXH 





etc... 



•autres concatdmdres 
-gdne d'enzyme 

-sequence codant pour un peptide k affiaitd pour un metal 



* nucleotide modifie ne pennettant pas la 
reconnaissance de la sequence par 
I'enzyme BstXL 



fMet-Cys 

His-His-His 
Leu-Met 



^ (Gly-X-Y) 

4 

E3 (Gly-X-Y) , 
M (Gly-X-Y) . 



La sequence choisie pour le site BstXI est non palindromique et pennet ainsi d'orienter les 
monomfercs lors de la ligation. 

D'autre part, on a toujours un site unique BstXI dans pET apres insertion des concatdmeres 
car la sequence situfe k droite des monomeres ne pennet pas la reconnaissance par BstXI. 
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Insertion en Bam HI - Nde I de sequences preparant le vecteur 
k accepter des multimeres 

BstX I 

Nde I W Bamm 

TATGTGCGATCACCATCTTATGGGTCCAGCTGGTGMCGTGGTCCAAMGGfTTGGATGW 

£Met-Cys-Hs-ffis-His-Uu-Met-^ly-Pco-Ala-Gly-Glu-Arg-Gly-Pr(>Lys-Gly-T^^ 



sequence codant pour 6 Histidines adjacentes, pour ameliorer I'affinil6 du produit d'expresslon avec la 
rfisine Nl-NTA-agarose dans le cas o£i il se irouverait sous la forme de corps d'inclusion : 



TATGTGCCATCACCATCTTATGTQCCATCACCATCTTATGGQTCCAGCTGGTGAACGT - 

fMet-Cys-His-His-ffis-l^u-Met-Cys-ffis-ffis-ffis-I^u-Met<}ly-Pro-Ala-<jly-Glu^ 

Exemple de sequences concat^meres inser^es en BstX I 



Sequence riche en Gly-Pro-Ala 

/ TTCGCCAGGTCCAGCTQGTCCAGCTGGTGAACGTGCTCCAGCTGGTCCAOT 
\ -Tip-Pro-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Ala-Gly-Glu-Arg-Gly-Pro-Ala-^ly-Pto-Ala-Gly-Pro-Lys^^^ 



Sequence riche en Gly-Glu-Arg 



TTOGCCAGGTGMa3rGGrGAAa3rGGT(XAGCTQGTGAACGrGGTGAACGrGCT 
-Tip-Pro-Gly<jlu-Arg-Gly-Glu-Arg-Gly-Pro-Ala-Gly-Glu-Arg-Gly-Glu-Axg-Gly-Pro-Lys-Gl^^ 



-seul le brin codant de I'ADN est leprcsentfi 

-en dessous de la sequence nucl6otidique est representee la sequence en acides amines corresporidante 
-BstXI est un site de restriction k extr6nut€s cohesives non palindromiques 

Y site de coupure des enzymes de restriction 

s6quence reconnue par BstXI 

sequence modifi6e et de ce fait non reconnue par BstXI 
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culot de bacteries induites 
pour I'expression d'un peptide 

1 

lyse des bacteries 

1 

elimination des debris cellulaires 
par centrifligation 

1 

fraction soluble chauffee 1 heure k eCC 

I 

elmiinatioii des proteines precipitees 
par centrifugation 

1 

Cys-(His)3 -Leu-Met-peptide 
purifie sur Nickel-NTA-agarose 

i 

Cys-(His)3-Leu-Met -peptide 
coupe au CNBr 

i 

produit purifie en phase inverse sur C8 
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BASIC- ABSTRACT: Prodn. of peptide oligomers (I) as 
substitutes for gelatin 

comprises (1) inserting into an intracytoplasmic expression 
vector properly 

ordered sequences to be expressed consisting of (a) a 
specific selectivity 

sequence (SSS) allowing subsequent recovery of the expression 
product and (b) 

expression sequences for a gelatine type peptide; (2) cloning 
and expression in 

E, coli and (3) recovering the expression product. 

Also new are expression vectors contg. such sequences. Pref . 
SSS comprises a 

component allowing purifcn. of the expression product and a 
degradation 

sequence to provide a pure prod. SSS can be repeated for 
improved product 

recovery, esp. it comprises one or more codons for His 
followed by a codon for 

Met, and opt. starts with a Cys codon to permit attachment of 
the expression 

product to a resin or protein. 

USE/ADVANTAGE - (I) can replace gelatin in e.g. foods, 
photography, printing, 

pharmaceutical and holography and have more uniform 
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physiochemic al stability, 

and homogeneity than natural products. Also (I) can be 
modified (by altering 

amino acids) to introduce chemically reactive gps . for 
specific functions a 
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